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TITULO
ENZIMA PENICILINA G ACILASA MUTADA INMOVILIZADA y ESTABILIZADA,
PROCEDIMIENTO DE OBTENCION Y SUS APLICACIONES

CAMPO DE APLICACION

La excelente estabilidad de estos derivados enzimaticos los hace muy
Utiles para catalizar diferentes procesos industriales de interés en quimica
organica y farmacéutica: hidrolisis de penicilina, reacciones de sintesis en
presencia o ausencia de disolventes y reacciones de hidrdlisis y sintesis

enantioselectivas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las enzimas son capaces de catalizar los procesos quimicos mas
complejos en las condiciones experimentales y medioambientales mas benignas.
En la mayoria de los casos, por razones economicas y tecnologicas, las enzimas
deben de emplearse en forma inmovilizada para poder asi re-usarse o utilizarse
en reactores continuos. Asi pues el empleo de enzimas inmovilizadas durante
numerosos ciclos de reaccion en reactores industriales implica el desarrollo de
métodos muy sencillos de inmovilizacion de enzimas que permitan ademas
aumentar grandemente la estabilidad de estos excelentes, pero generalmente
labiles, catalizadores biologicos.

La inmovilizacion covalente multipuntual parece ser el método mas
adecuado para asociar inmovilizacion y estabilizaciéon de enzimas industriales. La
participacion de numerosos residuos de la proteina en la union covalente, a través
de brazos espaciadores cortos, a la superficie de soportes rigidos debe promover
una importante estabilizacion de las moléculas de enzimas inmovilizadas. Ahora,
las distancias relativas entre los diferentes residuos involucrados en la
inmovilizacidn deben mantenerse practicamente inalteradas durante cualquier
cambio conformacional inducido por cualquier agente inactivante (calor,
codisolventes, etc.). De este modo la intensidad de estos cambios
conformacionales, y consecuentemente la velocidad de inactivacion de las
enzimas, deberian quedar muy reducidas. La bondad de esta hipdtesis ha sido
corroborada por diferentes autores y especialmente por el presente grupo de
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investigacion que desarrolld un método general de estabilizacion de enzimas por
unidn covalente multipuntual, a través de sus regiones ricas en residuos lisina,
sobre soportes pre-existentes conteniendo una elevada densidad de grupos glioxil
(grupos aldehido alifaticos muy préoximos a la superficie del soporte).

La presente patente muestra la puesta a punto de un nuevo mas eficaz de
inmovilizacidn-estabilizacidon de enzimas por union covalente multipuntual. Este
método se baso en las siguientes hipotesis de partida:

a.- inmovilizar todas las moléculas de enzima por una unica region de su
superficie,

b.- inmovilizarlas en principio por cada una de las regiones ricas en
residuos lisina,

c.- insertar, mediante mutagénesis dirigida, un residuo Cys en cada una de
las regiones por las que se quiere inmovilizar la enzima,

d.- preparar soportes conteniendo una pequefa cantidad de disulfuros
altamente reactivos y una gran cantidad de grupos epoxido,

e.- realizar la inmovilizacion uni-puntual orientada de cada una de las
enzimas mutadas por intercambio tiol-disulfuro a través de la Cys insertada en
cada region de la enzima y los residuos disulfuro del soporte, y

f.- fomentar una posterior inmovilizacion multipuntual entre los residuos
lisina situados en las proximidades de la Cys insertada y los grupos epoéxido del
soporte.

De este modo, evaluando la estabilidad de los diferentes derivados
obtenidos frente a diferentes agentes inactivantes se podra detectar que region de
la superficie de la proteina es la mas decisiva en la inactivacion de la enzima v,
por lo tanto, la zona que mas interesa rigidificar, si se pretende aumentar la
estabilidad de la enzima.

Posteriormente, se podria enriquecer (también por técnicas de Biologia
Molecular) esa region con nuevos residuos lisina y obtener derivados todavia mas
estabilizados.

Finalmente, utilizando estos mutantes altamente enriquecidos en residuos
lisina alrededor de una Cys altamente reactiva (no soélo por intercambio tiol-
disulfuro) se evaluaran otras alternativas (soportes epoxido monofuncionales,

soportes glioxil, etc.) para lograr los maximos efectos estabilizantes.
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Esta enzima Penicilina G acilasa es utilizada actualmente en la industria
farmaceéutica para al hidrdlisis de Penicilina G y cefalosporina G para producir 6
APA y 7ADCA respectivamente. Ademas, la enzima puede utilizarse en la
reaccion de sintesis de antibidticos betalactamicos semi-sintéticos, tanto en
medios con alto contenido en codisolverntes utilizando los sustratos sin activar,
como en medio acuosos utilizando el donador de acilo activado. Dada su relativa
baja especificidad por los nucleofilos, la enzima también tiene interés para
resolver mezclas racémicas de aminas y alcoholes, o para la sintesis de amidas.

En algunas de estas reacciones la estabilidad de la enzima reduce el
margen de condiciones que pueden utilizarse (fundamentalmente la concentracion
de disolventes organicos, pro lo que la preparacion de enzimas inmovilizadas con

mayor estabilidad seria muy importante.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Descripcidn Breve

En la presente invencion se describen diferentes mutantes de la enzima
PGA preparados mediante la insercion de una (1) Cys (en cada mutante) en una
region diferente de la superficie de la enzima que fuese relativamente rica en
residuos lisina. Cada mutante se inmovilizé sobre soportes disulfuro-epdxido y de
ese modo la inmovilizacién se dirigié selectivamente sobre la Cys insertada vy
posteriormente la union covalente multipuntual enzima-soporte se promovidé por
reaccion ente los aminos cercanos a cada Cys insertada y los grupos epoxido del
soporte. De este modo se descubrio que la region préxima al amino acido 380b
era una region clave para la estabilizacion de la enzima frente al efecto del calor y
los disolventes organicos. Esta region se enriquecioé (por mutagénesis dirigida) en
Lys superficiales adicionales y los mutantes obtenidos se inmovilizaron, a traves
de esta region, sobre diferentes soportes. Los mejores resultados se obtuvieron
sobre soportes conteniendo grupos glioxil, grupos aldehido alifaticos de cadena
corta. Utilizando geles de agarosa al 10% activados con grupos glioxil se
consiguieron derivados que eran 300.000 veces mas estables que la
correspondiente enzima soluble. La excelente estabilidad de estos derivados
enzimaticos los hace muy utiles para catalizar diferentes procesos industriales de

interés en quimica organica y farmaceutica: hidrolisis de penicilina, reacciones de
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sintesis en presencia o ausencia de disolventes y reacciones de hidrolisis y
sintesis enantioselectivas.

A partir de este planteamiento completamente original y combinando
técnicas de Biologia Molecular y técnicas de Disefio de Soportes Activados “a
medida®, se ha logrado finalmente un método muy sencillo de inmovilizacion y
estabilizacion muy drastica de enzimas industriales. El método ha sido puesto a
punto utilizando la enzima penicilina G acilasa (de gran interés industrial por las
multiples biotransformaciones que es capaz de catalizar), aunque este nuevo
método de inmovilizacion-estabilizacion de enzimas seria igualmente valido para

la inmensa mayoria de enzimas industriales.

Descripcidn Detallada
Diseno de soportes disulfuro-epdxido a medida

El primer paso es detectar las zonas mas relevantes para la estabilidad de
la enzima, para ello es preciso dirigir la inmovilizacion por las diferentes zonas
ricas en residuos reactivos, de forma que se puedan detectar las zonas en las que
la estabilizacion conseguida sea mayor.

Los soportes epoxido reaccionan muy lentamente con los grupos
nucledfilos de las enzimas, de hecho si las proteinas no se adsorben al soporte
por algun motivo, en principio la inmovilizacion sobre soportes epoxido no es
significativa. De esta forma, los soportes epoxidos requieren de algun tipo de
grupo o propiedad que permita al adsorcion previa de las enzimas sobre la
superficie, p.e. la mayoria de los soportes comerciales son hidrofobicos y se
recomienda su uso a elevada fuerza ionica.

Para ello se modificaron los soportes epoxido comerciales (Eupergit C de
Rohm-Hass) con diferentes concentraciones de dos reactivos diferentes
(ditiotreitol (DTT) y sulfuro sodico). De este modo se obtuvieron soportes
parcialmente modificados con diferentes concentraciones de grupos tiol situados a
diferente distancia de la superficie del soporte: con un brazo espaciador
(modificacion con DTT) y sin brazo espaciador (modificacion con sulfuro sodico).
Posteriormente, los soportes se activaron con 2,2 dipiridil disulfuro (2PDS) y asi
se obtuvieron grupos disulfuro altamente reactivos sobre el soporte, rodeados de

muchos grupos epoxido. Se comprobaron que estos soportes no podian
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inmovilizar enzimas que carecieran de grupos tiol (naturales o insertados) y que la
velocidad de inmovilizacidon sobre los mismos era varios ordenes de magnitud
mayor a la observada con grupos que solo tenian grupos tiol.
De esta forma disponiamos de un soporte capaz de inmovilizar de
proteinas especificamente por grupos tiol insertados en la superficie de la
proteina

2.- Disefio de mutaciones dirigidas de la superficie de la PGA para insertar
grupos Cys en distintas zonas:

Se estudié la superficie de la enzima penicilina G acilasa (PGA) y se
detectaron todas las regiones ricas en residuos Lys, mas o menos cercanas al
centro activo de la enzima. En tres regiones se encontraron residuos Ser (B9,
B201y A84) que se reemplazaron por Cys (unas mutaciones muy conservadoras)
(Figura 1). En otros tres o casos no se encontro ningun residuo Ser superficial y
se tuvo que optar por reemplazamientos menos conservadores (GInB380,
GInB112 y AlaB361) (Figura 2).

Las enzimas mutadas tenian una actividad especifica muy similar a la
enzima sin mutar (del orden de 25-30 Ul/mg de proteina) y ademas poseian la
misma estabilidad térmica e idénticos perfiles actividad-pH. Parece que, tal como
predecia la simulacion matematica, las mutaciones realizadas apenas afectaban a

la estructura-funcioén de la PGA.

3.- Inmovilizacién- Estabilizacién de las enzimas mutadas por union
covalente multipuntual sobre soportes disulfuro-epdxido

Se comprobo que la PGA nativa no se inmovilizaba de forma significativa
sobre los nuevos soportes tiol epoxido. Sin embargo, las distintas enzimas con
una Cys superficial si se inmovilizaban sobre el soporte.

Se realizé la inmovilizacion dirigida de las enzimas mutadas sobre soportes
disulfuro epdxido a pH neutro para favorecer la inmovilizacion por intercambio tiol-
disulfuro. Posteriormente, se promovio la posterior interaccion covalente
multipuntual incubandolos derivados a pH alcalino para aumentar la reactividad de
los residuos lisina situados en el entorno de las Cys insertadas e involucradas en

la inmovilizacién dirigida. Finalmente, los grupos epdxidos remanentes se
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bloguearon con glicina para evitar efectos indeseables promovidos por una cierta
hidrofobicidad de los soportes empleados. Como blancos de referencia se
utilizaron soportes disulfuro-epdxido blogqueados con glicina donde solo era
posible la inmovilizacion dirigida de las enzimas mutadas a través de una unica
unidén enzima-soporte.

En todos los casos se comprobd la formacidon de una union covalente
multipuntual entre las enzimas mutadas y los soportes disulfuro epoxido (al menos
un enlace amino-epoxido por cada una de las dos subunidades de la enzima mas
el enlace disulfuro). A pesar de ello la estabilizacion de los diferentes derivados
era muy diferente: en algunos casos la inmovilizacion multipuntual apenas tenia
efectos estabilizantes y en el mejor de los casos (mutante B380 cercano al centro
activo de la enzima) se obtuvieron unos factores de estabilizacion de 12-20 veces
frente al efecto desestabilizante del calor y los codisolventes. También este
mutante exhibié unas propiedades cataliticas muy interesantes (bastante mejores
que las de la enzima nativa) en biotransformaciones de interés: hidrolisis
enantioselectiva de mezclas racémicas de esteres quirales y la sintesis

cinéticamente controlada de enlaces amido.

4.- Enriquecimiento en grupos amino de la superficie de la PGA en torno al
residuo B380

Gracias al planteamiento realizado pudimos descubrir una regién de la
enzima (alrededor del amino acido B380) que era clave para la estabilizacion y la
mejora de sus propiedades cataliticas. Posteriormente procedimos a enriquecerla
en 8 nuevos residuos lisina para mejorar su rigidificacion por unidon covalente
multipuntual sobre soportes disulfuro-epdxido.

Las mutaciones realizadas fue cambiar por Lys los siguientes residuos:
ArgB437, AspA61, ThrA121, AsnB110, AspB381, AsnB457, GluB468 y ThrB470
(Figura 3).

Estas mutaciones reducian la actividad especifica de la enzima en un 50%
y su termo-estabilidad a pH 7 por un factor de 40. Al enriquecer una en Lys una
zona ya rica en Lys, se puede asumir que posiblemente esa nueva zona sea la

mas rica en residuos aminos de toda la superficie de la enzima. De esta forma,
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ahora habia dos caracteristicas de esta zona que permitian orientar la molécula

en el entorno al residuo B380: la Cys y la mayor densidad de grupos Lisina.

5.- Inmovilizacion sobre diferentes soportes (Epoxido, tiol-epoxido o Glioxil)

La presencia, incluso de bajas concentraciones, de grupos disulfuro en la
superficie del soporte puede impedir un perfecta congruencia geométrica entre las
nuevas enzimas mutadas (enriquecidas en aminos en la zona mas sensible para
la estabilidad de la enzima) y los soportes epoxido altamente activado. Ademas,
los soportes Eupergit puede que no presenten superficies internas demasiado
grandes (sean mas bien mallas de fibras relativamente finas) y por ello no sean
los soportes ideales para una unidn covalente multipuntual muy intensa entre
enzimas y soportes. Por ello, se evalu6 otros métodos de inmovilizacion de estas
enzimas altamente aminadas para ver si mejorabamos su estabilidad térmica:

a.- inmovilizacidon covalente de sobre soportes epdxido mono-funcionales a
pH neutro. Las enzimas conteniendo un grupo tiol (la Cys insertada) reaccionan
lentamente con los soportes epoxido monofuncionales pero lo hacen mucho mas
rapidamente que las enzimas nativas sin Cys insertada. Los derivados obtenidos
por este procedimiento tenian un factor de estabilizacion de 1,500 con respecto a
los derivados unipuntuales en experimentos de inactivacion térmica. Parece que
efectivamente la presencia de grupos disulfuro puede reducir la intensidad de la
rigidificacion de la enzima.

b.- inmovilizacion sobre soporte glioxil-agarosa. Esta inmovilizacion ocurre
a través de las regiones de la enzima ricas en residuos lisina con soportes
formados por fibras muy gruesas que pueden promover una intensa multi-
interaccion con enzimas. De hecho, la enzima mutada enriquecida se inmoviliza
mucho mas rapidamente que la enzima nativa (unas 15 veces mas rapido) y ello
parece indicar que efectivamente se estda inmovilizando mayoritariamente la
enzima a través de la nueva region enriquecida en residuos Lys (alrededor del
amino acido B380). Ahora los derivados mostraban un factor de estabilizacion de
un factor de varios cientos de miles veces mas estable con respecto a los
derivados unipuntuales. De hecho, esta enzima mutada comparada en forma libre

con al enzima nativa era 40 veces menos estable que la enzima nativa, mientras



10

15

20

25

30

WO 2007/138148 PCT/ES2007/070104

8
gue comparando las enzimas inmovilizadas, este derivado era dos ordenes de
magnitud mas estable que la enzima nativa inmovilizada sobre un soporte similar.
La inmovilizacidn sobre soportes disulfuro-epdxido permite detectar las
regiones claves para la estabilizacion de enzimas y sin embargo, una vez
optimizadas estas regiones (enriquecidas en residuos lisina) la inmovilizacidon
sobre soportes glioxil permite obtener unos efectos estabilizantes mucho

mayores.

DESCRIPCION DE LA FIGURAS

Figura 1: Representacion en Grasp de la superficie de la PGA. En verde:
serinas a mutar por las cisteinas. En azul lisinas; amarillo cadena a de la PGA y
en gris cadena 3 de la PGA.

Figura 2: Representacion en Grasp de los residuos seleccionados para ser
reemplazados por cisteina. En rojo residuos a mutar por cisteinas, en azul
lisinas, amarillo cadena a de la PGA y en gris cadena [3 de la PGA.

Figura 3: Representacion en Grasp de los residuos seleccionados para ser
reemplazados por lisinas cara frontal PGA cerca de la CysB380. En verde
CysB380, negro AspA61, rosa ThrA121, naranja AsnB110, marrén AspB381,
celeste ArgB437, azul asnB457, rojo Glub468, violeta ThrB470, amarillo cadena a
de la PGA y en gris claro cadena 3 de la PGA.

Figura 4: Cinética de inactivacion térmica de derivados bifuncionales de los
distintos mutantes de cisteina. La inactivacion se realizé6 a pH 7 (fosfato de
sodio 50 mM) y 55°C. Derivados bifuncionales: (v) CysA86-PGA, (-) CysB9-PGA,
(*) CysB112-PGA, (=) CysB201-PGA,, (v) CysB361-PGA, (..) CysB380-PGA;
Derivado control: ( : ) CysB380-PGA.

Figura 5: Inactivacién frente a dioxano de derivados bifuncionales de los

distintos mutantes de cisteina. La inactivacion se realizé con 60% dioxano a
pH 7 (fosfato de sodio 10 mM) y 4°C. Derivados bifuncionales: (+) CysA86-PGA, (-
) CysB9-PGA, (*) CysB112-PGA, (x) CysB201-PGA,, (v) CysB361-PGA, ()
CysB380-PGA; Derivado control: ( ) CysB380-PGA.

Figura 6: Curso de sintesis cinéticamente controlada (SCC) de L-mandelil-

glicinamida. Catalizada por: (.:) derivado monofuncional y () bifuncional de
CysB380-PGA y () derivado bifuncional de CysB112-PGA. Los derivados control
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y bifuncionales de los demas mutantes presentaron cursos de reaccion similares a
los de los derivados control de CysB380-PGA y el derivado bifuncional de
CysB112-PGA. Las reacciones se realizaron a 25°C, pH 7.5 y las concentraciones
de sustratos fueron 50mM de glicinamida y 10mM (R) de mandelato de metilo.
Figura 7: Cinética de inmovilizacion sobre soporte glioxil-agarosa. ()
CysB380-PGA, (i) CysB380(4Lys)-PGA, (&) CysB380(4Lys)-PGA, vy (#¢)
CysB380(8Lys)-PGA. La inmovilizacion se realizé con una relacion volumen de
enzima:g de soporte 50:1 en tampodn bicarbonato de sodio pH 10 0.1 M a 4°C.
Figura 8: Cinética de la cinética de inactivacion frente a dioxano del
derivado CysB380 (8 Lys)-PGA-glioxil y de derivados reportados como muy
estables en la literatura. La inactivacion se realiz6 con 60% dioxano a pH 7
(fosfato de sodio 10 mM) y 4°C. Derivados glioxil-agarosa de: (¢) PGA nativa,
(#)CysB380(6Lys)-PGA, (+) Derivado de la PGA nativa preparado sobre Eupergit
C preparado a alta fuerza ionica. (v) Derivado comercial de PGA (Fluka).

EJEMPLOS DE LA INVENCION
Ejemplo 1.- Prueba de la inmovilizacidn dirigida.

Inmovilizacion de enzimas con Cys insertadas y enzima nativa en soportes
tiol reactivo-epoxido La enzima nativa no se inmoviliza a pH 7 y 10 mM de fosfato
en los soportes tiol reactivos, mientras que las enzimas con Cys si que se
inmovilizaban en los soportes tiol reactivo, tanto solo con grupos tiol reactivos
como tiol-epoxido, a una velocidad idéntica. Esto demuestra que se esta

inmovilizando fundamentalmente las enzimas por la nueva Cys.
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Enzima % Inmovilizacion
Na,S(PyS,)-epoxido  Na,S(PyS,)-glicina O
PGA nativa 2 0
CysA86-PGA 90 86
CysB9-PGA 91 88
CysB112-PGA 85 89
CysB201-PGA 88 84
CysB361-PGA 79 75
CysB380-PGA 86 81

Inmovilizacion de distintos mutantes en soportes bifuncionales de eupergit (7 pmol
grupos tiol-reactivos/g soporte). La inmovilizacién se realizé a pH 7 (fosfato de sodio 50 mM)
y temperatura ambiente. ) soporte monofuncional bloqueado con glicina

2.- Inactivacion térmica y en presencia de disolventes de los diferentes
derivados.

Las enzimas solubles presentan exactamente la misma termoestabilidad,
actividad y actividad/pH. Las Figuras 4 y 5 muestran las inactivaciones térmicas y
en presencia de disolventes de las distintas enzimas mutadas sobre soportes
epoxido-tiol reactivo, donde se ha conseguido cierta unidon covalente multipuntual
(demostrada por electroforesis en SDS donde no se liberan subunidades de la
PGA, hay que destacar que el puente disulfuro deberia de romperse en esas
condiciones, asi que al menos hay 3 uniones entra las enzimas y el soporte). Se
observa que el mutante con la Cys en la posicion 380 B era el mas estable tanto

en medio organico como en inactivaciones térmicas.

3.- Sintesis cinéticamente controlada catalizada por diferentes derivados de
PGA nativa o0 mutada.

La Figura 6 muestra que el mutante com el aa. B 380 sustituido por uma
Cys e inmovilizado sobre soportes tiol-epoxido presenta mejores comportamientos
en SCC que la enzima mutada en la posicidon B112 (que es similar a la forma
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nativa) o el derivado en el que el mutante Cys B380 se une a soportes que tan

solo tiene grupos tiol-reactivos.

4.- Enantioselectividad de la enzima.
El mutante Cys B 380 inmovilzada sobre soportes epoxido-tiol-reactivo fue el

unico que vio mejoradas de forma significativa de la E de la enzima

Derivado E (R/S)
bifuncional
CysA86-PGA 7,8

CysB9-PGA 7.6
CysB112-PGA 8,4
CysB201-PGA 8,3
CysB361-PGA 8,1
CysB380-PGA 16,8

Enantioselectividad frente a (R) y (S) 2-feniloropionato de etilo de los derivados
bifuncionales de los distintos mutantes de Cys de PGA. Las condiciones de hidrélisis fueron
1 mM ( R) o (S) 2-fenilpropionato de etilo en fosfato de sodio 10 mM pH 7.0 a 25°C.

5.- Inmovilizacion sobre soportes glyoxyl de las enzimas enriquecidas en
grupos KLys en el entorno del residuo B 380.

La Figura 7 muestra como las enzimas con Lys adicionales se inmovilzan
mucho mas rapido que la enzima nativa, confiormando que sobre estos soprotes

estos mutantes se inmovilizan de forma preferente por la zona B 380.

6.- Estabilidad de los derivados de enzimas enriquecidas en Lys en el
entorno de el residuo B 380 inmovilizadas sobre soportes glyoxyl agarosa.
Estas enzimas estan mucho mas estables que las enzimas solubles o que
la enzima unida a soportes tiolreactivos, Eupergit or Eupergoit con grupos tiol
reactivos y epoxido, en todas las condiciones de pH, T y presencia de agentes
distorsionantes estudiados. A modo de ejemplo, se presenta en la Figura 8 la
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inactivacion del nuevo derivado y los derivados glyoxyl-agarosa de la enzima
nativa, as como otros derivados comerciales. Puede apreciarse que el nuevo
biocatalizador es mucho mas estable que cualquiera de las otras preparaciones

ensayadas.
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REIVINDICACIONES
1.- Un procedimiento de inmovilizacion de la enzima penicilina G acilasa basado
en la promocion de una inmovilizacion covalente multipuntual muy intensa a
través de grupos amino, y de otros nucledfilos, situados en las proximidades del
amino acido 380b de la superficie de la enzima.
2.- Un procedimiento de inmovilizacion de la enzima penicilina G acilasa segun
reivindicacion 1 en el cual el amino acido GIln 380b de la superficie de la enzima
es reemplazado, por mutagénesis dirigida, por un residuo Cys.
3.- Un procedimiento de inmovilizacion de la enzima penicilina G acilasa segun
reivindicacion 2 en el que la superficie de la enzima, en las proximidades del
residuo 380b, es enriquecida en residuos Lys adicionales en la superficie de la
enzima por mutagénesis dirigida.
4.- Un procedimiento de inmovilizacion de la enzima penicilina G acilasa segun
reivindicacidon 3 en el que los residuos Lys insertados en la superficie de la enzima
reemplazan a los siguientes amino acidos de la enzima nativa: ArgB437, AspA61,
ThrA121, AsnB110, AspB381, AsnB457, GluB468 y ThrB470.
5.- Un procedimiento de inmovilizacion de la enzima penicilina G acilasa, segun
reivindicaciones 2 a la 4, en los que la enzima se inmoviliza sobre soportes
disulfuro-epoxido conteniendo una baja concentracion (hasta 10 umoles/gramo)
de disulfuros altamente reactivos y una alta concentracion de grupos epdxido
(desde 25 hasta 200 ymoles / gramo de soporte).
6.- Un procedimiento de inmovilizacion de la enzima penicilina G acilasa, segun
reivindicaciones 2 a la 4, en los que la enzima se inmoviliza sobre soportes
epoxido monofuncionales conteniendo una alta concentracidn de grupos epoxido,
entre 20 y 200 pmoles de epdxido/gramo de soporte.
7.- Un procedimiento de inmovilizacion de la enzima penicilina G acilasa, segun
reivindicaciones 3 y 4, en los que la enzima se inmoviliza sobre cualquier tipo de
soporte conteniendo una elevada concentracion de grupos glioxil, entre 10 y 200
pumoles de glioxil/gramo de soporte.
8.- Un procedimiento de inmovilizacion de la enzima penicilina G acilasa, segun
reivindicaciones 5 a la 7 en el que la union multipuntual enzima-soporte activado

se optimizaba por incubacion de la enzima inmovilizada a temperaturas
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moderadas, entre 4 y 30°C, y a pHs moderadamente alcalinos, entre pH 8.0 y pH
11.0.
9.- Enzima penicilina G acilasa inmovilizada obtenida segun las reivindicaciones 1
ala8.
10. Uso de la enzima penicilina G acilasa segun la reivindicacion 9 en procesos

industriales de produccién de penicilina.
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